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マイクロアレイによるニワトリ性的二色性の分子基盤の解析
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はじめに
性成熟の過程で生 じる性差,即ち,第 2次性徴
(secondarysexualchal･aCtel･istics)のうち,形態的な
性差を性的二形(sexualdimolphism)という｡
ヒトの皮I帯や皮周付属器(毛や汗腺,皮脂腺など)
は性的二形を示し,性ホルモンによる制御を受ける
【1,2】｡毛のタイプの決定や成長には女性ホルモンと
男性ホルモンの両者が密接に関与するが[3】,その作
用は複雑であり,体の部位によって異なる｡たとえ
ば,男性ホルモンは男性毛と呼ばれる特定の部位の
毛(ひけ.胸毛,上肢や下肢の毛.脇の毛,陰毛など)
の成長を促進する一･万で,前til'lI部やi打頂郡にLl=_える
毛の成長を抑制する､また,後頭部の毛やまゆ毛な
どはリ川=.ホルモンの形轡をr-1･けないとされる【4】Jこ
の こ と,.ri, 女性 におけるア ン トロゲ ン過剰1J-'L-:
(hypel･androgcnisnl)が卿 ､′律 J_多毛症(hirsutism)r'i-
示すこと,50%以上のLP,性が50歳までに男性型脱毛
症(之Indl･Ogenicalopecla;AGA)を発症することと密
接に閑適 している【5】｡
男性ホルモンに応答する毛色は,すべて同じアン
ドロゲン受容体(AR)を持つにも拘らずt4】,上述のよ
うに異なる反応性 ･+i･示すL.その原凶の --3i二して,
テストステロンをより強力なジヒドロテストステロ
ン(DHT)に変換するロ型 5cL還元酵2,-き(5crreductase
type2)の発現差が示唆されている【6】,実際,AGA
治療においてⅢ型 5α還元酵素の阻害剤であるフイ
ナステリド(finastel･idc)が有意な効力と,Ji-もたらすこ
とが報告されている[7,81｡しかし,DHTのr冊貞部や
現頂郡の毛包に対する作用徽序,体の他の部位の毛
包で逆の効果を示す仕組みなど,性ホルモンの毛包
に対する作用の詳細は今なお不明な点が多く残され
ている〔5】1-,
鳥郷の羽はu併し媒l:の毛と同様に,表皮細泡に由来
する皮璃付属器である∪ニワトリの羽色は主に羽JA
メラノサ イトが産生する畢-褐色のメラニン色差
(ユ-メラニン)と蔚-赤色のメラニン色基(フェオメ
ラニン),および羽の微細け推道が創 り出す光沢(柄退
色)に起皆する｡ニワトリでは,羽色に性的二形が見
られ,鞍に生 じる;];=ま,雛と成鶏雌ではくすんだ褐
色を里するのに対 し,成現価では蔚金色(光沢のある
黄色)を呈する,一万,胸,･L.17)に生じる羽では,経と成
鶏雌がクリーム色をjia=,するのに対 し,T'X鶏雄は黒色
の混ざった暗色を呈する,成鶏雄の羽色が雌雄に共
通な発生におけるデフォル トであり,成払雌の羽色
は卵鵜Ei｣束のエストロゲンの作用により創IiJ.される
ことから【9】,エストロゲンは鞍と胴の三J;]Jaではメラ
ニン産'=I=J.に関して正反対の作用を示すことになるL･,
従って,ニワ トリの羽色性的二形(件的二色性 ;
sexualdlChl･｡matlSm)創出のしくみを解析すること
は,ヒトの毛/Aに対する性ホルモンの作用俄序を考
える とでも重要な知見を与えてくれることが期待で
きる(′
本研究では,性的二色性の分子)1鰹を明らかにす
るEH炉ぐ,おか寸'ま地とりの焼酎 二生 じたlt儲 型丑
成親雄1;L-!札 およびエストロゲンの一種であるエス
トラジオール 17β(E2)存在下で_/-F.じた成鶏州は 辞職･
}川に党肝 う~る遺伝子をマイクロアレイにより網羅的
に解析した.
材料と方法
実験動物と羽包の採取
本実験では,畜産研究所(岡山県久米郡美咲町北
2272)から譲 り受けた雄のおかやま地どりを用いた｡
おかやま地どりは遺伝的に不均一なため,羽包サン
プル(5週齢鞍の中雛型羽包,8週齢鞍の成鶏雄型羽
也,E2処理 した 11週齢鞍の成鶏雌型梯羽包)はすべ
て同一個体から採取 した｡すべての実験は岡山大学
動物実験ガイドラインに従って行われた｡
E2処理
8週齢のおかやま地どりの蕨に生えた羽包をエー
テ ル麻 酔 下 で抜 い た後 ,estl.adiol17･β(E2;
Sigma･Aldrich,St.Louis,MO,USA)を詰めた2.5
cmの silastictube(0.062in.IDx0.125in.OD;
Dowco工･ning,Midland,MI,USA)を皮下移植した｡
RNA抽出
羽包サンプルからTRIzoIReagent(Invitrogen)を
使用 して仝RNAを抽出した｡抽出したRNAに含ま
れるメラニン色素を除去するため,チオシアン酸グ
アニジン/塩化セシウム勾配超遠心法rlO,11】により
全RNAを更に絹製 した｡得られた仝RNAはDEPC
処理 した蒸留水に溶かして-80℃で保存 した｡
マイクロアレイ解析
タカラハイオ(樵)ドラゴンシェノミクスセンター
(三重県LigEL市市桜町7870番地 15)のChlCken(V2)
を用いた Agilentan･ay発現解析受託サービスを利
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用した.また,データの解析にはGeneSpl･ingGXll
(アジレント･テクノロジー株式会社)を用いた｡
RT･PCR解析
仝 RNA 1.5Lg を Deoxyl･lbonuclease I,
AmplficationGl.ade(Invitrogen)で処理 した後.
TheL･mOScriptRT-PCRSystem(Invitrogen)を用い
て逆転写反応を行った｡PCR反応は,PlatlnumTaq
DNApolymerase(InvltrOgen)を用いて GeneAmp
PCRSystem9600仏ppuedBiosystems)で行った.
PCRのサイクル数は,ASUP,OCH2,0C43,Gapdh
がそれぞれ,24,24.20,18サイクルであった｡
ASTPとGapdhのプライマー対は報告されているも
の[12】を用い,OC42とOC43のプライマー対は以
下の通りであった｡OC42(FP:5'-AGATGCTCC
TGAGGAAGAAGC-3',RP:5'･TGTCAATCACAG
ACGAGG CCAl3'), OCA3 (FP:5'-CTG GAA
ATGTrGCACGGCCTAl3',RP:5'-GCTGTATCC
CAGGm TTC甘GGTGC-3')｡
結果と考察
雄鞍羽の成長に伴う変化とE2の効果
おかやま地とりは,ロードアイランドレットと横
斑プリマスロックとのかけあわせで生 じた雌(ゴー
ル ドネック)と,白色プリマスロックとの交配で作出
古れる(三元交配鶏)｡遺伝的に不均一な品種であり,
黒色拡張遺伝子座に関しても優性対立遺伝子 Eをも
つ個体ともたない個体があり,その結果,黒色羽裳
と野月:.型様羽裳が混在する｡野生型様羽裳も多様性
に富んでおり,羽色の個体間比較は難しい｡おかや
ま地どりでは羽色を引き抜くと 2-3週間で羽色が
再生される｡本研究ではこの再生羽形成能を利用し,
中雛型羽と成鶏型羽との比較,およびE2処理の羽形
質に及ぼす影響については同一個体で行った｡
図1に示すように,中雛型羽は先端が丸い形状で,
白色横斑以外の部分は黒や茶のユーメラニンが優位
であった｡これに対し,成鶴雄型鼎 ま先端が尖がっ
た師羽であり,白色横斑以外の部位は光沢のある弟
金色を呈した.一方,E2存在下で誘導した再生7日は
中雛型羽と同様に先端が丸く,白色横斑以外の部分
は黒や茶のユーメラニンが優位であった｡成鶏雄型
羽の光沢は構造色によるもので,羽根軸に小羽根を
欠く構造に起因する｡E2処理により生じた成鶏の羽
は光沢を失い,くすんだ色を里するが,その羽では
小羽枝が観察された｡この特徴は成鶏雌型羽の特徴
と一致する｡
白色構成は Z染色体に位置する伴惟横斑迎伝子座
(sex-linkedbarring)の優性対立遺伝子に担囚する｡
性染色体に関して雄ホモ雌ヘテロであるため,白色
横斑の度合いに雌雄差が生じる｡本研究では雄を用
いているため,図 1の羽の横斑は鮮明で雄型を示 し
ている｡ しかし,白色横斑を除く形質においては,
E2処理により生じた成鶏の羽は,成鶏雌型羽に酷似
していたOこのことは,成鶏雄型羽が成鶏型羽のデ
_.I.i-さr
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図 1 雄鞍羽の成蚊変化と羽形成に及ぼすE2の効果
おかやま地どり雄骸都に生じた中経型羽Guvenlle),皮
鶏雄型羽(adult),およびE2処理により生じた成鵠雌
ft'J_羽械羽(E2-treated)を示す｡すべて同一個体にFR束
する｡
フオルトであり,E2が成鳥雄型羽形成を成鶏雌型羽
形成に変更するという説【9】を強く支持する｡以降,
E2処yF_L二より生 じた成鶏羽をE2処埠成規雌型羽様
羽と呼ぶ｡
中雛型羽,成鶏雄型羽,および E2処理成鶏雌型羽
梯羽の遺伝子発現プロフィール
マイクロアレイ解析により得られた羽における遺
伝子発現プロフィールを図 2に示したO成鶏雄型LJLJ
における発現と比較し,中雛型羽もしくはE2処理成
鶏雌型別様羽で 30倍以上の発現変化が観察された
遺伝子は38i削云子あり,中触型羽で特異的に高発現
している迫伝子が9つ(図2A-a).E2処理成鶏雌型羽
棟羽で特異的に高発現 している遺伝子が 5つ(図
2A･b)同定された｡興味深いことに,中雛型羽と E2
処理成鵜雌型羽根羽で,共に5倍以上の発現変化を
示した迫伝子を調べたところ284遺伝子が同正され
たが,そのすべてが中馳塑羽とE2処理成鶏雌型羽様
羽で同じ発現動態を示した(図 2B)｡このことは,那
の形態視察の結果(図 1)と符合し,中雛型羽とE2処
理成鶏雌型羽横羽が遺伝子発現のレベルでもよく似
ていることを強く示唆する｡
羽色遺伝子の発現比較
成鶏雄型羽における発現と中経型羽, E2処理成
鶏雌型羽様羽における羽色遺伝子発現レベルの比較
を図3に示した｡ヒトの眼皮庸白皮症 1(OCAl)の原
因遺伝子であり,メラニン産生の鍵酵素チロシナー
ゼをコー ドする Tlノア は大きな発現差を示さなかっ
たが.ユーメラニン産生に働 く遺伝子群(OC42,
OCA3,0C44,DCT,PMEL)が中雛型羽と E2処
理成鶏雌型羽様羽で高発現し,成鶏旗型羽で発現レ
ベルが低いことがわかった｡この結果は,中雛型羽
と E2処理成鶏雌型羽様羽では黒や茶のユーメラニ
ンが優位であり,成鶏雄型羽はフェオメラニンの黄
金色を里 していたこと(図 1)と符合する｡フェオメラ
ニン産生はアグーチシグナルタンパク(ASIP)がメラ
ノサイト膜表面のメラノコルチン 1受容体(MCIR)
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凶2 中雛型札 成鶏鹿型札 およびE2処理成鶏雌型
LJ=Jl,糾.)の遺伝子発現プロフィール
成規雄型羽(adult)における発現と中経型羽Uuvenue),
E2処FJi成功雌型羽様朋(E2ltreated)における発現の比
較｡縦軸はlog2比を衣わす｡Aは成功雄型羽における
発現と比して,中捷塑羽または E2処理成功雌型羽梯
羽で 30倍以上の発現差がみられる退任子をプロット
したもので,a,bは中雛型羽またtiE2処理成功雌型
羽梯羽に特異的に権現レベルが高い遺伝子を示す｡B
は成鶏排型羽における碓規と比して,中経型羽と E2
処理成功雌型ココ様利で5倍以上の発現差がみられる退
任子をプロノトしたものである｡
Genes Juvenile E2-treated
(loE2ratio) (log21.atio)
OCAJ/TY77 0.68 0.81
OCA2/p-pJ.0由J'D 5.17 6.08
OCA3/TY7lP1 8.OLl 6.43
OCA4:SLC45A2 1.03 1.1.l
DCT.'TY7Pg 3_98 3.43
PMEL 1.19 1.04
SLC24A5 2.92 l3ー32
図3 羽色遇伝子の発現比較
成親雌型羽(adult)における発現と中牡型羽Guvenue),
E2処理成鶏雌JE川,l根羽 (E2-treated)における発現の
比較｡数値はlog2比を表わす｡
に作用することで誘導 される【10]oASJPの発現が中
経型羽や E2処理成鶏雌型羽様羽と比 して成鶏雄型
羽で高いこと,ASLPを過剰発現する黄色ウズラにお
いて発現低下が報告 されている .gLC24A5の発現
洩 ♂
ASIP■■■■■■⊂=コ■ =
OCA2ヒさ･一一 一一
OCA3EL ･-- ･1
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図4 中綻型札 成鶏碓型札 およびE2処理成鶏雌型
羽様羽における羽色遺伝子の発現
おかやま他どり雄鞍部に生じた中経型羽 Guveniユe).
成tEI雄型羽 (adult),およびE2処理成#fl,雌砂川様羽
(E2ltl･eated)におけるASIP,OCn2およびOCA3
のmRNA党規のRT-PCR解析.それぞれのRTLPCR
反応産物の電気泳動像を示す｡左のレー ンは分子蕊マ
ーカ-として用いた100bpラダーであるo
l13】が成鶏雄型羽で低いことから,中雛型羽,E2処
理成規雌型羽様羽 と成鶏雄型羽の羽色の違いは,
ASJPの発現 レベルの違いに起因する可能性が強 く
示唆 された｡
マイクロアレイデータの評価
上述のマイクロアレイデータの妥当性 を検証する
ため,各羽における ASIP,OC42,0C43の発現を
RT-PCR により調べた｡図 4に示す ように,それぞ
れの発現はマイクロア レイデータに符合 したCこの
結果は,本研究での考察の信懸性 を保証するものと
考えられる｡
最後に
本研究により,中雛型羽 と成鶏雌型羽(正確 には
E2投与下で生 じる成鶏雄の羽)は,表現形質におい
ても.遺伝子発現においても斬似 していることが明
らかとなった｡このことか ら,中雛型羽形成に卵巣
以外の組織に由来するE2,あるいは羽包内で局所産
生 される E2が関与 している可能性が初めて示唆 さ
れた｡また,E2により直接的に,あるいは間接的に
発現制御 される遺伝子群を同定することができた｡
これらの遺伝子群の詳細な発現解析は,ニワ トリに
おける性的二色性の分子基盤を解明するだけでなく,
皮府付属器の性ホルモ ン制御機構の基本原哩を解明
する手掛かりとなるものと期待される.
本研究は,学術研究助成基金助成金(基丑餅汗究(C))
｢羽色の性差 と加齢変化 を創出する分子機構の解明｣
(誰超符号23570078)を受けて行われた｡
引用文献
1.DaoJrH,KazinRA(2007)Genderdiferencesin
skin:Ai.eViewoftheliteLlat.ure.GendeLIMedicine
4:308･328.
2.GiacomoniPU,MammoneT,Th･iM (2010)
GenderunkeddiEerenceSinhumanskin.Joul･nal
ofdermatologicalSCience.
3.RandalVA(1994)An dl･OgenSandhumanhail･
gTOWth.ChnEndocrinol(OxL)40:439-457.
4.RandalVA,HibbertsNA,morntonMJ,Hamada
K,Mel･rickAE,etal.(2000)Thehairfolicle:a
paradoxicalandrogentargetorgan.HornRes54:
243･250,
5.MayerJA,ChuongC-M,WidelitzR(2004)Roo8tel･
feathering, andl･Ogenic alopecia, and
hormone･dependenttumorgrowth:Wh atiSin
common?DlfC1･entiation72:474-488.
6.m gpenAE,SilverRI,GuileyardoJM,CaseyML,
McConneuJD,etal.(1993)Tissuedistribution
and ontogeny of SterOid 5 alpha-reductaSe
i80ZymeeXpre88ion.JClinInvest92:903-910.
7_Wh itingDA(2001)Advance8in thebleatrnentOf
maleandll0genehcalopecia:abriefreview of
fina8teIjdestudies.EurJDermatolll:332-334.
8.Shapil･OI,KaufmanKD(2003)Useof丘nasteride
in the tl･eatmentOrmen With an血ogenetic
alopecia (malepattern hail･loss).J InveStig
DermatoISympProc8:20-23.
9.OvensIP,ShortRV (1995)HormonalbasisOf
sexualdimol)hisminbirds:implicabonsfornew
theorie80fSexualselection.nlendsEcoIEvol10:
44･47.
43
10.YoshiharaC,FukaoA,An doK,Ta81血oY,
TaniuchiS,etal.(2012)Elaboratecolol･Patterns
ofindividualchickenfeathersmaybeformedby
the agouti signaling protein. Gen Comp
Endocrinol175:495-499.
ll.YoShihaI･aC,TashiroY,TaniuchlS,KatAyamaH,
TakahaBhiS,etal.(2011)FeatherfouicleSexpress
two classe8 0fpro-0piomelanocortin (POMC)
mRNAusingaltel･nativepromotersinchickens.
GenCompEndocrlnOl171:46-51.
12.YabuuchiM,BandoK,HiramatsuM,Takahashi
S,TakeuchユS (2010)h)catAgoutiSigna一ing
Proteln爪4elanocortin Signaling Sy8tern that
PossiblyRegulate8LipidMetabolisrninAdipose
TissuesofChickens.TheJournal ofPoultry
Science47:1761182.
13.NadeauN,MinvielJeF,ltdS,lnoue･Mul･ayama
M,Goul･ichonD,etal.(2008)Characterizationof
Japanesequailyelow asagenomicdeletion
upstl･eamOftheavianhomologofthemammalian
ASIP(agouti)gene.Genetics178:777･786.
